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序論 
麹菌 Aspergillus oryzaeは多様なバイオマス分解酵素を生産・分泌する能力を有する糸状菌で
あり、古くから清酒、味噌、醤油等の我が国の伝統的醸造産業で利用されてきた。清酒醸造にお
ける麹菌の役割は、蒸米中のデンプンを清酒酵母が資化できる単位まで分解・低分子化すること
である。これらは麹菌が分泌する α-アミラーゼ AmyA/B/C、グルコアミラーゼ GlaA、GlaB、α-
グルコシダーゼ AgdAなどのアミラーゼが協調的に作用することで行われる。アミラーゼは伝統
的醸造産業で用いられているだけでなく、胃腸薬や消化剤にも含まれており、医療産業でも幅広
く活用されている。そのため、発酵産業・医療産業の更なる発展のためにアミラーゼ高生産菌株
の造成が求められている。 
微生物による物質生産では、採算に見合った生産性が工業化に必須である。麹菌では強力なプ
ロモーターを用いた単一遺伝子の高発現による物質生産が主流となっているが、前述したデンプ
ン分解のように多様な酵素種が必要なバイオマス分解では分解効率が上がらないという問題が
ある。その解決策として注目されているのが、複数の遺伝子を一括して制御する転写因子である。
転写因子には広範な遺伝子群を制御する広域型転写因子とより機能が類似した遺伝子群を制御
する経路特異的転写因子の 2種類が存在する。より効率的な酵素生産を目指すには、経路特異的
転写因子を高発現、破壊することのみならず、制御下遺伝子の転写活性化機構を解明し、その知
見に基づいて転写活性化能の増強、転写活性化条件の改変を行うことが課題となっている。 
麹菌のアミラーゼ生産には、アミラーゼ遺伝子群を制御する AmyR、およびマルトース取り込
み系を制御することによってアミラーゼ生産に関与するMalRの 2種の転写因子が関与している。
AmyR（AO090003001208）は推定アミノ酸 604残基、推定分子量約 66,600の Zinc finger motif 
(Zn(II)2Cys6) を有する転写因子である。amyR 破壊株では、α-アミラーゼやグルコアミラーゼ、
α-グルコシダーゼの生産が著しく減少するのと同時に、デンプンを単一炭素源とする培地で顕著
な生育不良が観察されている。一方、マルトースを単一炭素源とした培地では野生株と同程度の
生育を示すため、マルトース資化は AmyR の制御とは独立した機構である可能性が示唆された。
そして、マルトース資化関連遺伝子クラスターMAL clusterが同定された。 
MalR（AO090103000131）は推定アミノ酸 465残基、推定分子量約 53,200の Zinc finger motif 
(Zn(II)2Cys6) を有する転写因子であり、MAL cluster構成因子であるマルトーストランスポータ
ー遺伝子malP、菌体内マルターゼ遺伝子malTを正に制御している。malR破壊株ではマルトー
スを単一炭素源とした培地において生育不良を示し、アミラーゼ生産誘導条件において野生株と
比較するとアミラーゼ生産が減少・遅延するため、MalR もアミラーゼ生産に重要な役割を担っ
ていることが明らかとなっている。 
これまでの研究により、AmyR、MalR は誘導基質の有無に関わらず構成的に発現しているた
め、誘導基質依存的にタンパク質レベルで活性化すること、ならびに AmyR の誘導基質であるマ
ルトースを取り込むマルトーストランスポーターMalPを制御するMalRはAmyRに先行して活
性化することが予想されている。また、カーボンカタボライトリプレッションに関与する creA
遺伝子の破壊株において、AmyRはマルトースとグルコースによって活性化するのに対し、MalR
はマルトースによってのみ活性化することが明らかとなっている (Fig. 1)。このことから AmyR
とMalRは違う活性化機構を有していると考えられる。 
近年、麹菌の近縁種 Aspergillus nidulans において、AmyRに関する様々な研究が行われてき
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た。しかし、麹菌ではMalRによって制御されているmalTが A. nidulansでは AmyRが制御し
ていることが報告されている。同じ Aspergillus 属でありながら麹菌と A. nidulans で異なるア
ミラーゼ生産機構を有していることは非常に興味深い。すなわち、麹菌のアミラーゼ生産機構を
解明することは、産業上重要であるのみならず、分子進化学的にも重要な知見が得られることが
期待される。 
そこで本研究では、麹菌のアミラーゼ生産に関与する転写因子 AmyR、MalR について誘導基
質に対するタンパク質レベルでの細胞内応答を解析すると共に、各転写因子の様々な変異体の機
能についても解析することで転写因子の活性化機構の解明を目指した。 
 
第 1章 AmyRの細胞内局在と誘導条件の検討 
タンパク質がその機能を発揮するためには細胞内の適切な場所に局在する必要がある。すなわ
ち、転写因子の核局在は転写制御の重要なステップであり、転写因子の核局在はリン酸化やタン
パク質複合体の形成など、さまざまな機構により制御されている。A. nidulansにおいて、AmyR
は誘導基質非存在下では細胞質に存在し、誘導基質依存的に速やかに核移行することが報告され
ている。また、マルトース存在下よりもイソマルトースやグルコース存在下でより早く核移行が
見られたことから、イソマルトースやグルコースがより速やかに AmyRの活性化を誘導する可能
性が示唆されている。一方、麹菌では AmyRの細胞内局在はあまり解析されておらず、マルトー
スとグルコースによって活性化することが明らかとなっているものの、どちらが AmyRの活性化
を速やかに誘導するかについては不明である。そこで本章では、グルコース、マルトース、イソ
マルトースを含むさまざまな炭素源存在下での AmyR の核局在を共焦点レーザ走査型顕微鏡で
観察するとともに、極めて低濃度の炭素源を添加し AmyRが核移行するために要する濃度につい
ても比較した。また、AmyR制御下遺伝子の発現を解析することで、AmyRの細胞内局在と誘導
条件について検討した。 
誘導基質非存在下および存在下での AmyRの局在を顕微鏡で観察した結果、sGFP-AmyRは誘
導基質非存在下では細胞質に存在しており、誘導基質依存的に核局在することが明らかになった。
また、グルコースやマルトースよりもイソマルトースが速やかに AmyRの核移行を誘導すること
が明らかになった (Fig. 2)。さらに、マルトース・イソマルトースは 0.3 µMで AmyRの核移行
が観察されたのに対し、グルコースでは 3 mMで核移行が観察された。以上の結果から、グルコ
ースは AmyRの核移行を誘導するが、その働きはマルトース・イソマルトースに比べ微弱である
ことが明らかになった。 
マルトースとグルコースのどちらが AmyR の活性化をより早く誘導するのかを調べるため、
creA 破壊株を用いて各種誘導基質添加後に AmyR 制御下遺伝子 amyA/B/Cの発現を解析した。
その結果、マルトース誘導時では添加後 30 分でシグナルが検出されたのに対し、グルコース誘
導時では添加後 40分以降にならないと検出されなかった(Fig. 3)。グルコース誘導時では、MalR
の活性化による malP の発現誘導ならびにMalPによるマルトースの取り込みという過程を必要
としないため、マルトース誘導時より素早く AmyRが活性化すると予想されたが、本解析により、
興味深いことに、グルコースよりもマルトースの方が速やかに AmyRの活性化を誘導することが
明らかとなった。 
また、さまざまなグルコースアナログを加えた条件下で AmyRの局在を観察した結果、0.1% 2-
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デオキシグルコースでは添加後 120分で完全な核移行が観察された (Fig. 4)。 3-O-メチルグルコ
ース、6-デオキシグルコースでは核移行が見られず、濃度を 0.5% に変更した場合も同様だった。
2-デオキシグルコースが AmyR の活性化を誘導するのか調べるため、AmyR 制御下遺伝子
amyA/B/Cの発現を解析した。その結果、 amyA/B/Cは 2-デオキシグルコース添加時では 90分
でシグナルが検出されたのに対し、3-O-メチルグルコース、6-デオキシグルコース添加時はシグ
ナルが検出されなかった (Fig. 5)。以上の結果から、AmyRは 2-デオキシグルコース存在下で核
移行し、アミラーゼ遺伝子の転写発現を誘導することが明らかになった。一方、A. nidulans で
は 6-デオキシグルコース添加時に GFP-AmyR の核移行が観察されたという報告があり、A. 
oryzaeと A. nidulansの AmyRの相違点が明らかになった。 
A. nidulans と麹菌はともに同じ Aspergillus 属に属しており、AmyR の相同性も 58.6%と極
めて高いことから、それぞれの AmyR は類似した性質を持つものと予想されていた。しかし、
A. nidulans ではマルトースよりもグルコース存在下でより速やかに核移行するのに対し、麹菌
ではグルコースよりもマルトース存在下でより速やかな核移行および AmyR の活性化が認めら
れた。また、グルコースアナログ存在下での核移行においても誘導基質に違いが見られるなど、
異なる性質やメカニズムを有していることが示唆された。こういった AmyR の異なる性質は菌種
の違いに由来するものなのか、AmyR自体に由来するものなのかは分かっていない。前述したよ
うに、麹菌のアミラーゼ生産メカニズムを解明することは、分子進化学的にも重要な知見が得ら
れることが期待される。そこで、麹菌の amyR破壊株に A. nidulans の AmyRを導入した麹菌組
換え株  (Ao-AnAmyR) および A. nidulans の amyR 破壊株に麹菌 AmyR を導入した A. 
nidulans 組換え株  (An-AoAmyR) を作製し、誘導基質存在下での局在を野生型株の麹菌 
(Ao-AoAmyR) とA. nidulans (An-AnAmyR) と比較解析することでAmyRの誘導基質に対する応
答の違いが何に由来するのかを検討した。 
誘導基質非存在下および存在下での AmyR の局在を顕微鏡で観察した結果、いずれの株でも
AmyRは誘導基質非存在下では細胞質に存在しており、誘導基質依存的に核局在することが明ら
かになった。また、6-デオキシグルコース加えた条件下で AmyR の局在を観察した結果、
An-AnAmyR 株と An-AoAmyR 株では核移行が観察されたのに対し、Ao-AoAmyR と Ao-AnAmyR
では細胞質が光っているのみで核移行が見られなかった(Fig. 6)。この結果から、6-デオキシグル
コースはA. nidulansの細胞内で発現すれば麹菌由来のAmyRでもA. nidulans自身のAmyRで
も誘導基質として作用するが、麹菌の細胞内ではいずれの AmyRに対しても誘導基質として作用
しないことが明らかとなり、AmyR の誘導基質に対する応答は AmyR の由来に依存しているも
のではなく、AmyRが発現する細胞に由来する何らかの要素が大きく関わっていることが示唆さ
れた。出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae において、2-デオキシグルコースと 3-O-メチルグル
コースはリン酸化を受けタンパク質分解の誘導基質として機能するが、6-デオキシグルコースは
リン酸化されず誘導基質として機能しないことが報告されている。仮に 6-デオキシグルコースが
AmyR の核移行を誘導する上で何らかの修飾や分解を受けると仮定した場合、A. nidulans では
6-デオキシグルコースに対してそのような活性を持っている一方で、麹菌では活性を持っていな
い可能性がある。 AmyR の誘導基質に対する応答の違いを議論するにはこの結果ではまだ不十
分なため、An-AoAmyR や Ao-AnAmyR のシャペロンタンパク質との相互作用解析など、今後更
なる研究が望まれる。 
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第 2章 MalRの細胞内局在と核移行シグナルの解析 
一般に転写因子は、誘導基質である低分子化合物がトランスポーターによって細胞内に取り込
まれることで転写活性化能を獲得することが知られている。野生株においてアミラーゼ生産を誘
導する AmyRの誘導基質マルトースは、マルトーストランスポーターMalPによって取り込まれ
る。そのため、マルトース添加時において、malPを制御する転写因子MalRは AmyRに先行し
て活性化すると予想される。しかし、これまでにMalRが AmyRに先行して活性化することを明
らかにした研究は行われていない。そこで本章では、マルトース添加後にMalR制御下遺伝子が
AmyR 制御下遺伝子に比べて速やかに発現するか、また MalR が AmyR に先行して核局在する
かの 2点をノザンブロット解析と共焦点レーザ走査型顕微鏡を用いて解析した。 
ノザンブロットにより、AmyR制御下遺伝子 amyA/B/CとMalR制御下遺伝子malTの発現解
析を行った結果、マルトース添加後malTは 20分後、amyBは 40分後にバンドシグナルが検出
されたことから (Fig. 7)、マルトース添加後、MalRは AmyRに先行して活性化することが示唆
された。また、sGFP-MalRの細胞内局在を解析した結果、誘導基質の有無に関わらず GFP蛍光
が Hoechst蛍光とMergeしていた (Fig. 8)。このことから、sGFP-MalRは構成的に核局在して
いるものと推測された。しかし、MalRのN末端に sGFPを融合したことで sGFP-MalRが構成
的に活性化したため、いずれの条件でも核局在していた可能性が考えられた。そこで、WT、malR
破壊株、sGFP-MalR 発現株を用いて、誘導、非誘導状態における MalR 制御下遺伝子 malT の
発現を半定量 RT-PCR により調べた。その結果、sGFP-MalR発現株もWTと同様に誘導基質依
存的な malT の発現上昇が観察された。このことから、sGFP-MalR は活性化・非活性化状態に
関わらず、構成的に核局在していることが示された。 
一般的に転写因子を含む核局在タンパク質は、リジン・アルギニンリッチな核移行シグナル
（NLS）を有しており、正電荷を帯びている NLS に核内移行を仲介するタンパク質インポーチ
ンが結合することで、核膜を通過できるとされている。これまでの研究で、麹菌 AmyR の Zinc 
finger motif内に 2種類の NLSが同定されており、両方のNLSを全てアラニンに置換すること
で誘導基質依存的な核移行が見られなくなることが明らかになっている。MalRについても、Zinc 
finger motif内に 1種類 (NLS1)、C末端領域に 1種類 (NLS2) のリジン・アルギニンリッチな
推定 NLS を有していることが分かった。シグナル配列を同定することはそのタンパク質の機能
を明らかにする上で非常に重要である。そこで本章ではそれぞれの推定 NLS に変異導入した
sGFP-MalR発現株を作製・解析し、MalRの NLSの同定を試みた。その結果、NLS1に変異導
入した sGFP-MalRNLS1mと NLS2 に変異導入した sGFP-MalRNLS2mでは比較的強い蛍光が核に
認められるものの、菌糸全体に蛍光が観察された。一方、NLS1とNLS2の両方に変異導入した
sGFP-MalRNLS1/2mでは細胞質で蛍光が認められ核では蛍光がほとんど見られなかった (Fig. 9)。
このことから、MalR が Zinc finger motif 内に有する NLS1 (RRK) と C 末端領域内に有する
NLS2 (PTERARR) の両方における突然変異がMalRの核局在化の喪失をもたらすこと、そして
両方の配列が実際に NLSとして機能し得ることが示された。 
 
第 3章 MalRとシャペロンタンパク質との相互作用解析 
細胞は環境の素早い変化に対応する際に、比較的時間を要する新規のタンパク質合成を行うの
ではなく、既存のタンパク質を修飾またはプロセシングし機能を変化させることで環境に適応し
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ている。代表的なタンパク質修飾にリン酸化があり、いくつかの Zn(II)2Cys6 型の転写因子は活
性化と同時にリン酸化修飾を受けることが知られている。これまでの研究により、MalR は誘導
基質の有無に関わらず構成的に発現し核局在していることが明らかになっているため、MalR は
誘導基質依存的にタンパク質レベルで翻訳後修飾を受けることで転写活性化能を獲得すると予
想されている。また、出芽酵母 S. cerevisiae のマルトース資化遺伝子クラスターの転写因子
MAL63 では、3 種類のシャペロンタンパク質との複合体形成を経て、マルトースによる転写活
性化が起こることが報告されている。これら MAL63 と複合体を形成するシャペロンタンパク質
（Hsp70、Hsp90、Hop/Sti1）、ならびにHsp90と複合体を形成する活性化抑制因子（Aha1）は
麹菌のゲノム中にも保存されている。MalRは Zinc finger motifの高い相同性と誘導基質がマル
トースであるという点で MAL63 と類似性が高いため、MAL63 と同様にシャペロンタンパク質
との複合体形成を経て転写活性化能を引き起こす可能性が示唆されている。 
そこで本章では、FLAG-MalR 発現株を作製し、翻訳後修飾や安定性を調べると共に、これら
発現株に Hsp70-cMyc、Hsp90-cMyc 発現コンストラクトを導入することで共発現株を取得し、
共免疫沈降法によりタンパク質間相互作用も解析した。また、核移行シグナルに変異を導入した
MalRNLS1m、MalRNLS2m、MalRNLS1/2m でも同様の方法で発現株を取得し、MalR の核局在が翻
訳後修飾や安定性に与える影響についても検討した。リン酸化タンパク質の分離能に優れた
Phos-tag affinity SDS-PAGEによる解析の結果、3FLAG-MalRは誘導基質の有無に関わらず、
常に単一のバンドシグナルとして検出された。MalRNLS1m、MalRNLS2m、MalRNLS1/2mも同様の
結果を示した (Fig. 10)。これらの結果から、MalRは細胞質に局在している時でも安定性が高く、
リン酸化修飾以外の翻訳後修飾により活性化している可能性が示唆された。 
共免疫沈降法によるタンパク質間相互作用解析の結果、マルトース添加後 20 分までは
FLAG-MalR と Hsp70、Hsp90 間に相互作用が見られた。しかし、マルトース添加後 30 分で
Hsp90との相互作用が見られなくなり、添加後 60分以降はHsp70、Hsp90のいずれでもMalR
との相互作用が見られなくなった (Fig. 11)。一方、グルコース添加時は 60 分後まで MalR と
Hsp70 および Hsp90 間の結合がはっきりと観察され、120 分後でも依然として相互作用が認め
られた。イソマルトース添加時は、MalRとHsp70間の相互作用は120分間後まで維持されたが、
Hsp90 間の相互作用はその時点ではほぼ消失した (Fig. 12)。これらの結果は、MalR が Hsp70
およびHsp90の複合体から誘導基質依存的に解離されることを示している。 また、誘導基質存
在下において、Hsp90 は Hsp70 よりも MalR のシャペロン複合体から早期に解離することが判
明した。 
第 2章においてNLS1およびNLS2両方への変異導入がMalR核局在化の喪失をもたらしたこ
とから、NLS に変異導入した MalR とシャペロン複合体との相互作用についても観察した。
FLAG-MalRNLS1/2mは、FLAG-MalR と同様に誘導基質非存在下で Hsp70 および Hsp90 との相
互作用が見られた (Fig. 13)。両シャペロンタンパク質との相互作用はマルトース添加後 10分の
段階で観察されたが、FLAG-MalRよりわずかに早い添加後 20分で Hsp90との相互作用が失わ
れた。対照的に、Hsp70との結合は添加後 60分後まで保持されたが、90分では消失した。一方、
非誘導条件下では、グルコース添加後 120分間の段階でMalRと Hsp70およびHsp90両シャペ
ロンタンパク質との会合が観察された。このように  MalRNLS1/2m のシャペロン複合体は、
FLAG-MalR の時よりもわずかに安定しているような傾向が見られたが、これは NLS における
24
アミノ酸残基の変化によって引き起こされる MalR の構造変化に起因するものだと推察された。
またこれらの結果は、MalR の細胞内局在が、誘導基質存在下・非存在下のいずれでもシャペロ
ン複合体形成とは無関係であることを示唆している。 
 
総括 
本研究では、産業上有用なアミラーゼ高生産菌株の造成、ならびに分子進化学的に重要な知見
を得ることを目的とし、麹菌のアミラーゼ生産に関与する転写因子 AmyR とMalRの活性化機構
を解明するため様々な解析を行った。 
本解析の結果とこれまでの知見より、麹菌のマルトース存在下でのアミラーゼ生産機構は、
MalRの活性化と AmyRの活性化という 2段階の反応に分けられ、以下のようなモデルが推察さ
れる。まず、①MalR 非依存的に構成的に発現している MalP または未同定の低親和性マルトー
ストランスポーターが少量のマルトースを細胞内に取り込み、②核内で Hsp70、Hsp90とシャペ
ロン複合体を形成しているMalRがリン酸化以外の何らかの翻訳後修飾を経て活性化し、③その
一方で誘導基質依存的にシャペロン複合体から解離されるというプロセスを経て、MalR が
AmyR に先行し活性化すると予想される。そして、④MalR 依存的に発現した MalP がマルトー
スを細胞内に取り込むことで、細胞質で Hsp70、Hsp90 と複合体を形成している AmyR が多段
階のプロセスを経て活性化する。すなわち AmyRが⑤核外でリン酸化修飾を受け、⑥細胞質から
核内に移行し、⑦核内でリン酸化修飾を受け、⑧アミラーゼ遺伝子群の転写が活性化しアミラー
ゼ酵素は生産されると考えられる。 
近年、糸状菌において、1 つの遺伝子発現を複数の経路特異的転写因子が協調的または競合的
に制御していることが報告されている。しかし、アミラーゼ生産のような 1つのプロセスにおい
てMalRとAmyRという独立した制御機構を有する 2種類の転写因子がリレー式に関わっている
という報告は少なく、本解析は遺伝子発現制御の観点からも非常に興味深い。また、これまでに
糸状菌の転写因子が他のタンパク質と複合体を形成していることを示した報告はほとんどなか
ったが、本研究により麹菌における共免疫沈降法を確立し MalR と Hsp70、Hsp90 との複合体
形成を見出すことができた。さらに本解析では、MalR の Zinc finger motif 内に存在する RRK
と C 末端領域内に存在する PTERARR というリジン・アルギニン連続配列が MalR の核局在に
重要な配列であることを明らかにした。これらの知見も今後タンパク質工学を用いてMalRの転
写活性化能を向上させる際に、非常に有用であると考えられる。また、麹菌のグルコースアナロ
グに対する応答に関する報告がほとんどない中で 2-デオキシグルコースが核移行および転写活
性を誘導することが明らかになったこと、また A. nidulans AmyR を導入した麹菌組換え株 
(Ao-AnAmyR) および麹菌 AmyRを導入した A. nidulans 組換え株 (An-AoAmyR) を作製して解
析できたことは分化進化学的な知見を得る上で一定の成果を得たと考えられる。 
しかし、AmyRの誘導基質に対する応答の違いが何に由来するのかについては、AmyR固有の
性質ではなく AmyR を発現する細胞に起因する要素が大きく関わっていることが示唆されたも
のの不明な点も多く、An-AoAmyR や Ao-AnAmyR のシャペロンタンパク質との相互作用解析な
ど今後更なる研究が望まれる。また、MalR の活性化に必要な翻訳後修飾についても本研究では
明らかにできなかったので、今後の更なる解析によって解明できなかった点も含む麹菌のアミラ
ーゼ生産機構の全容が解明されることを期待するとともに、これらの知見に基づいて転写因子の
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転写活性化能の増強、転写活性化条件の改変を行うことで、産業上重要なアミラーゼ高生産菌株
の造成が期待される。 
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論文審査の結果の要旨及び担当者 
氏 名 今野 友維 
審 査 委 員 主査：教授 五味 勝也 
副査：教授 阿部 敬悦  准教授 二井 勇人    
学 位 論 文 題 目 麹菌のデンプン分解酵素生産に関与する転写因子の活性化メカニズムの解明 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
麹菌が生産するデンプン分解酵素の生産には、デンプン分解酵素遺伝子群の発現を直接制御する
AmyR とその誘導基質と考えられているマルトース取り込み系を制御することによってデンプン分解
酵素生産に関与する MalR の 2 種の転写因子が関与している。本研究では、麹菌のデンプン分解酵素
生産に関与する転写因子 AmyR、MalR について誘導基質に対するタンパク質レベルにおける細胞内
応答を解析するとともに、各転写因子の様々な変異体の機能についても解析することにより、これら
の転写因子の活性化機構の解明を目指した。 
AmyR は誘導基質の非存在下では細胞質に局在しているが、誘導基質が存在すると核に移行するこ
とが知られていることから、はじめに AmyR の核局在化に及ぼす炭素源の影響を調べた。マルトース
やイソマルトースでは 0.3 μM という低濃度で核移行が見られたものの、グルコースでは 3 mM と高い
濃度が必要であり、最も速やかな核移行はイソマルトース存在下であったことから、イソマルトース
が AmyR 活性化の直接の誘導基質であることが示唆された。また、2-デオキシグルコースでは核移行
が認められたものの、6-デオキシグルコースでは認められず、核移行にはグルコースの 6 位のリン酸
化が必要であることも示唆された。麹菌の近縁種である Aspergillus nidulans では 6-デオキシグルコー
スでも AmyR の核移行が観察されることから、麹菌と A. nidulans の AmyR をそれぞれの株に導入し
て調べたところ、6-デオキシグルコースによる核移行は発現する菌株に依存していることが示され、
麹菌と A. nidulans 間でグルコースのリン酸化機構に違いがあることが示唆された。 
MalR は誘導基質の有無にかかわらず構成的に核局在していることが明らかとなっていることか
ら、核局在に関与すると考えられる核移行シグナル（NLS）の変異体の解析を行った。MalR には zinc 
finger motif 内とタンパク質の中央部付近の 2 か所に NLS と推定される配列が存在する。この両方を
ともにアラニン置換することにより、核局在能が失われることから、これらの NLS が MalR の核局在
に必要であることが明らかになった。次に、構成的に核局在している MalR の活性化機構を明らかに
するため、MalR に相当する出芽酵母の Mal63 で報告されているシャペロンタンパク質との相互作用
を共免疫沈降実験により調べた。非誘導条件下では MalR は Hsp70 と Hsp90 の両方と複合体を形成し
ているが、誘導基質であるマルトースを添加後 30 分で Hsp90 との相互作用が見られなくなり、添加
後 60 分以降は Hsp70、Hsp90 のいずれでも MalR との相互作用が見られなくなった。このことから、
MalR は Hsp70 および Hsp90 との複合体から誘導基質依存的に解離すること、誘導基質存在下におい
て Hsp90 は Hsp70 よりも MalR のシャペロン複合体から早期に解離することが明らかになった。また、
核局在が認められない核移行シグナル変異体でも誘導基質依存的なHsp90とHsp70との複合体からの
解離様式が観察されたことから、MalR の細胞内局在は誘導基質存在下・非存在下のいずれでもシャ
ペロン複合体形成とは無関係であることが示された。 
本研究は、麹菌の転写因子 AmyR、MalR の細胞内局在に関する誘導基質の影響や核移行シグナル
の同定、さらに MalR の活性化過程におけるシャペロン複合体形成について明らかにすることにより、
麹菌の最も重要な特性であるデンプン分解酵素の誘導生産制御機構の総合的解明につながる成果を
上げたものと評価できる。以上のことから、審査員一同は、本論文提出者に対し、博士（農学）の学
位を授与するに値するものと判定した。 
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